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我が国の 2013 年の食中毒の発生件数は 931 件，患者数は 20,802 人，うち
死者 1 人であり，前年度 2012 年よりはいずれも減少しているものの,依然多
くの食中毒が発生している 1 )。また，2011 年に生レバー，ユッケを原因食材






1 回 300 食以上または 1 日 750 食以上を提供する調理施設では HACCP の概念
に基づき大量調理施設衛生管理マニュアルが適用されている 6 )。 





が高い食品である 8- 9 )。そのため，カット野菜製造工場では，野菜の栽培段
階で付着した微生物の残存や，加工中の二次汚染のリスクを内包しており，






マニュアルでも生鮮果物および野菜の殺菌に有効塩素濃度 100～200 ppm の次
亜塩素酸ナトリウムを用いることが推奨されている 6)。 
しかしその半面，塩素臭が食材に残存し商品価値が低下する，食材成分と
塩 素 分 が 反 応 し て ト リ ハ ロ メ タ ン が 生 成 す る な ど 等 の 課 題 を 抱 え て いる
12- 14 )。また,次亜塩素酸ナトリウムは使用の都度，希釈調製する必要がある
ため使用現場での手間が煩雑であり，希釈ミスや不適正な使用方法にによっ




1.2  畜産分野における微生物制御の必要性および問題点 
養鶏をはじめとする畜産分野においては同種の動物を同じ場所で高密度飼
育することから，感染症のリスクが非常に高い。近年では 2011 年に高病原性
トリインフルエンザ(H1N1 型 )17 -18 )および牛口蹄疫が発生し大きな問題とな
った 19 -2 0）。これらの感染症が発生すると，多くの動物に感染して死亡するだ
けでなく，感染を食い止めるために同畜舎・農場内の家畜の淘汰や発生農場


















にはホルマリンが使用されている 27 -2 9）。しかし，逆性石鹸は抗菌スペクトル
が狭く，口蹄疫ウイルスや芽胞菌には効果がない 3 0)。また，ホルマリンはヒ
トに対する発がん性があり，2009 年に労働安全衛生法の第 3 類から第 2 類物
質に引き上げられ，管理濃度の設定や作業環境測定の義務化など，取扱いが




 前述の食品および畜産分野で汎用されている消毒剤の 1 つとして塩素系消
毒剤が挙げられる。塩素系消毒剤の殺菌因子は有効塩素であり，これは遊離








クロラミン(NHCl2)，トリクロラミン(NCl3)の総称である 35 -3 6)。殺菌効果は遊
離塩素と比較すると，99 ％CT 値が E.coli で 1900～5300 倍，ジアルジアで










亜塩素酸ナトリウムの pH を弱酸性に調整した弱酸性次亜塩素酸水溶液(Weak 
Acid Hypochlorous Solution：以下，図表表記を WAHS と略す)を開発し,食品
および畜産分野における消毒剤としての適用を検討した。 
 








 第 3 章では，弱酸性次亜塩素酸水溶液の基礎的な殺菌効果を確認するため，
各種微生物の標準株および臨床分離株に対する殺菌，殺カビおよびウイルス
不活化効果の検討を行った。また，pH を調整したことによる殺菌効果の増強
を確認するため，各 pH における殺菌効果の違いについても検討した。 











 第 7 章では，畜産分野での適用の一例として，養鶏場での衛生管理の一環
に，鶏への飲用水に弱酸性次亜塩素酸水溶液を利用した場合の飲用水の殺菌
効果および鶏に対する生産性および安全性への影響について検討を行った。 




 第 9 章では，本研究結果を総括した。 
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Fig.2-1 に次亜塩素酸の水中での存在形態と pH との関係を示す。次亜塩素




り，気相に飛散する。pH 6 の弱酸性次亜塩素酸水溶液では有効塩素の 97 %
が次亜塩素酸（HClO），3 %が次亜塩素酸イオン（ClO-）として存在している
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いる。これらの試験により,有効塩素濃度 200 ppm の弱酸性次亜塩素酸水溶液
の安全性は水道水と差がないことが確認されている 44 -46 )。また，ラットへの
噴霧吸入試験により噴霧粒子の吸入の安全性も確認されているが，噴霧粒子
の吸入による体重,血液性状および肺等の組織への悪影響も認められなかっ
た 47- 48 )。そのため,空間中に霧化させて噴霧し，浮遊菌対策に使用すること
も可能である。 
また,塩素系の消毒剤は，有機物と反応して発がん性物質であるトリハロメ













生成量は 10 分の 1 程度となることが報告されており，安全性の高い資材であ
る 50 )。 
弱酸性次亜塩素酸水溶液は次亜塩素酸ナトリウムと同様，有機物，温度，
紫外線などの要因で次亜塩素酸が分解して塩(NaCl)になり,有効塩素濃度が
低下する 51 -5 3）。pH によるウシ血清アルブミン(BSA)およびペクチンに各 pH
の次亜塩素酸を接触させた場合，pH が 4.5～6.0 の範囲で有効塩素濃度の残
存率が高い傾向が認められているものの，有機物の共存により殺菌効果は低
下することが報告されている 5 4）。反面，環境負荷が低く高濃度で大量に使用





















 塩素は，1774 年にスウェーデンの化学者 C.W.Scheele によって発見され，
1810 年に英国の化学者 H.Davy によって’塩素(Chlorine)’と名付けられて




療・食品・畜産等の分野において汎用されている 5 8)。 
次亜塩素酸ナトリウムは医療分野においてはリネン・医療用具・環境に有
効塩素濃度 200～500 ppm での清拭あるいは浸漬で，食品製造分野においては




























いる次亜塩素酸ナトリウム(有効塩素濃度 6 %)と希塩酸(8.5 %)を使用した。
調製は弱酸性次亜塩素酸水溶液生成装置(HSP-1000SME (株)エイチ・エス・ピ
ー)を用いて次亜塩素酸ナトリウムと希塩酸を水道水と希釈混合して行った。 
試験にあたっては,次亜塩素酸水溶液は有効塩素濃度 50 ppm，pH 5.0, 6.0, 
7.0, 8.0 に調製し,pH は EH Controller PH-51（(株)IWAKI），有効塩素濃度
はハンディ水質計アクアブ AQ-102(柴田科学(株))を用いて測定した。 
  
3.2.2  供試微生物 


供試微生物として標準株は細菌 10 株，真菌 2 株，ウイルスは 1 株を用いた。











































































Candida 属はサブロー寒天培地上にて 24 時間， Aspergillus niger はポテト
デキストロース寒天培地上で 7 日間，いずれも 37 ℃で培養した。培養後，
コ ロ ニ ー の 一 部 を 白 金 耳 に て 採 取 し ， 滅 菌 精 製 水 中 に 接 種 菌 数 が
1.0×107~ 8CFU/mL となるよう懸濁し，供試菌液として用いた。芽胞菌 2 種
(Bacillus subtilis, B.cereus)は 14 日間，35 ℃で標準寒天培地上に前培養
して芽胞を形成させたコロニーを白金耳にて採取して滅菌生理食塩水に懸濁
し，60 ℃，1 分間加熱して増殖型細胞を死滅させた後，滅菌生理食塩水にて
3000 rpm で 2 回遠心洗浄したものを芽胞懸濁液とした。実験にあたっては芽





































のを使用した。Qβ の高密度集積培養液の調整法 6 0- 61 )を以下に示す。Table 
3-3 に示す大腸菌ファージ定量用液体培地 10 mL に宿主細菌である大腸菌
(Escherichia coli K-12F+ A/λ )を移植して 37 ℃，120 rpm， 20±2 時間振
とう培養した。その培養液を大腸菌ファージ定量用液体培地 200 mL に全量移
植し，これに Qβ 保存液(109  PFU/mL)を 10 mL 接種し，同様に 37 ℃，120 rpm，
5 時間振盪培養し Qβ を増殖させた。宿主菌体を除去するため，培養液を遠
心分離(4 ℃，8000 rpm，20 min)した後，孔径 0.45 μm のメンブランフィル
ター (ADVANTEC MENBRANE FILTERS Cat.No.A045A047A)を用いて濾過し， Qβ
高密度集積培養液(10 9～ 10PFU/mL)を得た。試験にあたっては，滅菌精製水に
































供試菌液および芽胞懸濁液 0.2 mL に有効塩素濃度 50 ppm の次亜塩素酸水
溶液 1.8 mL を加えたのち速やかにボルテックスミキサーを用いて撹拌し，室
温にて一定時間接触させた。一定時間後，BHI 液体培地 4.0 mL を加えて次亜
塩素酸水溶液中の残留塩素を失活させた。BHI 液体培地は 72 時間，37 ℃で
培養後，目視にて培地の濁りの有無を確認し，濁りのあるものを陽性，ない
ものを陰性と判定した。 Aspergillus niger の場合は，供試菌液に前述と同
様次亜塩素酸水溶液に接触させた後，被験液の一部を経時的に採取してポテ
トデキストロース培地に 0.1 mL 平板塗布し，24 ℃, 7 日間培養した後にシ
ャーレを観察し，コロニーが出現したものを陽性，しなかったものを陰性と
判定した。Qβ の場合は，前述と同様 Qβ 懸濁液に次亜塩素酸水溶液に接触
させた後，全量の 0.1 %となるようにチオ硫酸ナトリウムを速やかに添加し
て残留塩素を失活させたものを処理液とし，大腸菌ファージ定量用培地を用
いた二層寒天プラーク形成法により 37 ℃，24 時間培養後，Qβ のプラーク
の有無を確認し，プラークのあるものを陽性，ないものを陰性として判定し
た。これらの生存菌の検出限界は細菌および Candida.albicans は 0.5 CFU/mL，













































































ま た ， 供 試 菌 種 に よ っ て 殺 菌 効 果 の 違 い が 認 め ら れ た 。 Psuedomonas 
aeruginosa ， Escherichia coli ， Staphylococcus aureus ， Enterococcus 
faecalis，Enterococcus faecium および Qβ は全ての pH 域で最短殺菌時間
が 15 秒と最も短い時間で殺菌・不活化された。これらの菌種は次亜塩素酸水
溶 液 に 対 し て 抵 抗 性 が 低 か っ た 。 Acinetobacter baumannii， Salmonella 
typhimurium， C.albicans は pH 5 の弱酸性域では 15 秒の接触で検出限界以
下となったが，pH が上昇するにつれ最短殺菌時間が長くなり，pH 8 のアルカ
リ域ではいずれも 30 秒となった。この結果よりこれらの菌種は次亜塩素酸水
溶液に対して中程度の抵抗性を持つことが明らかとなった。 
Stenotrophomonas maltophilia， B.subtilis，B.cereus，A.niger は pH 6
の場合で最短殺菌時間が各々60 秒，300 秒，600 秒，300 秒と他の微生物より
も長く，次亜塩素酸水溶液に対して高い抵抗性を有していた。また，これら
の菌種は次亜塩素酸水溶液の pH によって殺菌効果に大きな影響を受けた。
例えば B.subtilis の場合，pH 5，6 の弱酸性域では最短殺菌時間は 300 秒で
あったが，pH 8 のアルカリ性域では 3600 秒と大幅に長くなった。 
Table 3-5 に各種臨床分離株に対する次亜塩素酸水溶液の殺菌効果を示す。
有効塩素濃度 50 ppm，15 秒間接触の条件下では，本試験に供した細菌 7 種
33 株全てにおいて陰性となった。 Candida 属については pH 5～ 7 の範囲では
4 種 14 株全てが陰性となったが，pH 8 では C.albicans が 10 株中 5 株，その




















以上の結果より，標準株，臨床分離株とも弱酸性域である pH 5.0，6.0 に
おいて殺菌効果が高いことがわかった。この結果は，pH の違いによる塩素の
形態の違いからくるものと考えられる 6 2- 6 3)。次亜塩素酸の殺菌効果をより詳
細に検討するため，次亜塩素酸水溶液に対して抵抗性の高かった B.subtilis，
B.cereus，A.niger の有効塩素中の次亜塩素酸(HClO)の存在比と殺菌効果の

























































































































すなわち縦軸に各 pH における最短殺菌濃度，横軸に pH から求めた有効塩素
に占める次亜塩素酸(HClO)の割合(％)をプロットした。pH 5,6,7,8 における
次 亜 塩 素 酸 (HClO)の 割 合 は 解 離 定 数 (pKa)7.5(25 ℃)3 4)か ら 算 出 し ， 各 々
99.7 ％，96.9 ％，76.0 ％，24.0 ％であった。有効塩素濃度 50 ppm の場合
における 3 種の菌の最短殺菌時間と次亜塩素酸(HClO)の存在比は線形近似し，
決定係数(r 2)は B.subtilis，B.cereus，A.niger が各々0.95，0.98 および 0.99
と強い相関が認められた。この結果は，次亜塩素酸水溶液の殺菌効果が有効
塩素濃度でなく次亜塩素酸(HClO)濃度に依存することを示しており，福崎ら























































































の疎水性，電位および膜構造によるものと考えられる 65 -6 6)。また，本研究に
おいては，次亜塩素酸に対して抵抗性が低い微生物は pH の違いによる殺菌効
果が見られなかったが，次亜塩素酸を殺菌因子とする電解水では有効塩素濃







れている 2 1- 22)。そのため,畜産分野および食品製造分野でも薬剤耐性菌に対
する殺菌を行うことが求められている。本試験において,弱酸性次亜塩素酸水










































Bacillus 属や Clostridium 属の芽胞菌による微生物汚染は医療･食品分野
等において深刻な問題となっている。医療施設において，2006 年にはリネン
類，特にシーツ等を介した Bacillus cereus による院内感染が報告されてお
り 69 )，偽膜性大腸炎の原因菌である Clostridium diffcile の病院内での検
出 事 例 も 年 々 増 加 し て い る 7 0-7 1 ) 。 食 品 分 野 に お い て は ， B.cereus ，
Clostridium botulinum および Clostridium perfringens が食中毒菌として
知られている 72 -7 4)。また，近年は，果汁飲料などの製造過程においてジュー
スや酸性飲料内で耐熱性好酸性菌(Thermo-Acidophilic Bacilli；以下 TAB)
の一種である Alicyclobacillus 属菌が臭気成分グライヤコールを産生し，商




使用されている 7 7-7 8）。しかし，高・中水準消毒剤は殺菌効果が高い反面，グ
ルタラールによる作業者への健康被害や 7 9），次亜塩素酸ナトリウムによる金









cereus ， 果 汁 飲 料 等 の 変 敗 原 因 と な る 耐 熱 性 好 酸 性 菌 の 一 種 で あ る
Alicyclobacillus acidoterrestris，偽膜性大腸炎の院内感染起因菌である












4.2.2  菌液の調製 
供 試 菌 株 と し て Bacillus cereus (NBRC13597) ， Alicyclobacillus 
acidoterrestris (ATCC49025) および Clostridium difficile (JCM1296)を
用いた。芽胞液の調製にあたっては， B.cereus は標準寒天培地 (日水製薬
(株))， A. acidoterrestris は YSG 寒天培地(Difco 社)， C.difficile は GAM
寒 天 培 地 ( 日 水 製 薬 ( 株 )) 上 に 供 試 菌 株 を 塗 布 し ， B.cereus お よ び
C.difficile は 37 ℃， A. acidoterrestris は 45 ℃で 5 日間培養して芽胞
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を形成させた。なお， C.difficile は嫌気培養を行った。 
芽胞を含むコロニーを平板から白金耳を用いて採取して滅菌精製水に懸濁
し，80 ℃，10 分の加熱処理を行い，増殖型細胞を死滅させた後，滅菌精製
水にて 3000 rpm で 2 回遠心洗浄したものを芽胞懸濁液とした。実験にあたっ




芽胞懸濁液 0.1 mL を各次亜塩素酸水溶液 30 mL に添加し，一定時間接触さ
せたものを試料液とした。試料液の初菌濃度は B.cereus 5.9～6.2 logCFU/mL，
A. acidoterrestris 5.5～5.9 logCFU/mL， C.difficile 5.7～ 5.9 logCFU/mL
であった。試料液の一部を経時的に採取し，速やかに 0.1 ％チオ硫酸ナトリ
ウムを添加した滅菌生理食塩水中に混和して残留塩素を失活処理した。失活
処 理 後 ， 適 宜 10 倍 段 階 希 釈 し て B.cereus は 標 準 寒 天 培 地 ， A. 
acidoterrestris は YSG 寒天培地，C.difficile は GAM 寒天培地上に平板塗抹




部材はポリスチレン (φ86 mm,滅菌シャーレ )，ステンレス鋼 (SUS304,50 
mm×50 mm)，布(木綿,50 mm×50 mm)の 3 種を選定した。ポリスチレンおよび
ステンレス鋼表面に各種芽胞懸濁液 0.1 mL を接種し，コンラージ棒で表面全
体に塗布した後，室温にて 1 時間乾燥させたものを検体とした。布は芽胞懸
濁液を 10 倍希釈したものを 1 mL 接種して塗布，乾燥させたものを検体とし
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た。各検体の 1 枚あたりの初菌数は B.cereus  4.7～4.9 logCFU/plate， A. 
acidoterrestris 4.8 ～ 5.5 logCFU/plate, C.difficile 3.6 ～ 3.8 
logCFU/plate であった。各検体を滅菌シャーレ内に設置し，有効塩素濃度 50 
ppm および 200 ppm， pH 6 および 9 の次亜塩素酸水溶液 30 mL を接触させ一
定時間静置した後，0.1 ％チオ硫酸ナトリウム 1 mL を混和して残留塩素を失
活させた上で次亜塩素酸水溶液を静かに除去した。検体に直接芽胞殺菌試験




 4.3.1 水溶液中に浮遊した芽胞に対する次亜塩素酸水溶液の殺菌効果 
Fig.4-1 に B.cereus， A. acidoterrestris および C.difficile の芽胞に次
亜塩素酸水溶液を接触した場合の殺菌効果を示す。すべての系において接触
時間および有効塩素濃度の増加とともに生菌数は減少した。検出限界以下
(<10 CFU/mL)にするための接触条件は， B.cereus の場合，pH 9 では有効塩素
濃度 200 ppm，240 分必要であったが，pH 6 では同時間条件では有効塩素濃
度 10 ppm で検出限界以下となり，有効塩素濃度 200 ppm では 5 分であった。
同様に， A.acidoterrestris の場合は，pH 9 では有効塩素濃度 200 ppm，60
分だったのに対し， pH 6 では，有効塩素濃度 10 ppm， 240 分であった。
C.difficile の場合では，pH 9 では，有効塩素濃度 10 ppm，120 分であった
が，pH 6 では，有効塩素濃度 10 ppm，30 分であった。すなわち芽胞 3 種す
























S＝log( N/N 0 )    (1)  
浮遊芽胞の対数生残率(S)を算出し，縦軸に S，横軸に濃度時間積をプロット
し，近似式を求めたものを Fig.4-2 に示す。S は，濃度時間積に対して対数
近似し，決定係数 r 2=0.53～0.88 の相関が認められた。この近似式より S を
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に示す(以下 CT 値と略す)。B.cereus，A. acidoterrestris および C.difficile 
の pH 6 の場合の 99.99 % CT 値は，各々250，2800，140 ppm･min であり， A. 
acidoterrestris が他 2 種の芽胞と比較して高い CT 値を示し，次亜塩素酸
水溶液に対して抵抗性が高いことが示された。また，芽胞 3 種とも同有効塩
素濃度の場合，pH 9 の場合の CT 値は pH 6 よりも大きく，4.1～ 8.1 倍の値を
示した。塩素の殺菌の主体は非解離型の次亜塩素酸(HClO)であることが報告
されている 10 -11 )。次亜塩素酸の解離定数 pKa＝7.5 より 3 4)，pH 6 および 9 の
場合の次亜塩素酸(HOCl) の濃度比率（存在比率）を求めると，各々96.9 ％，
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Fig.4-3 にポリスチレン，ステンレス鋼および布に付着させた芽胞 3 種を
次亜塩素酸水溶液に接触した場合における殺菌効果を示す。すべての条件に
おいて，時間の経過とともに生菌数の減少が見られ，いずれの条件において
も，同有効塩素濃度であれば pH 6 のほうが早く検出限界以下(<1 CFU/検体)
となった。 B.cereus の場合，検出限界以下にするための接触条件は，pH 6，
有効塩素濃度 200 ppm で，ポリスチレンで 5 分，ステンレス鋼で 15 分，布で
1 分以内であったのに対し，pH 9，有効塩素濃度 200 ppm では，60 分の接触
が必要であった。 A.acidoterrestris の場合も，pH 6，有効塩素濃度 200 ppm
の条件では，5～15 分であったが，pH 9，有効塩素濃度 200 ppm の条件では，
ステンレス鋼で 60 分，布で 120 分であり，ポリスチレンは 180 分でも検出限
界以下にならなかった。C.difficile の場合も，pH 6，有効塩素濃度 200 ppm





間積に対数近似し，決定係数は r 2=0.67～ 0.98 の範囲であった。付着菌の CT
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芽胞の種類毎に比較すると，CT 値は pH および部材に関わらず，B.cereus，
C.diffcile，A. acidoterrestris の順に増大する傾向が認められた。また，
pH 6 の場合には，すべての芽胞において，布に付着させた場合に高い CT 値
を示した。布は，他 2 種の部材と異なり芽胞が繊維内部にまで浸潤して存在
しており，試料液が布に浸透して芽胞に接触するまでに時間を要したと考え
られる。また，ポリスチレンの水に対する接触角は 84°(20 ℃)81 )，ステン
レ ス 鋼 (SUS304)の 水 に 対 す る 接 触 角 は 表 面 処 理 に よ っ て も 違 い 74.1～





て は ， B.cereus に 汚 染 さ れ た リ ネ ン や 食 品 類 83) ， 果 汁 飲 料 製 造 用
CIP(Cleaning in Place)配管内の A. acidoterrestris の汚染 75 - 76)，病院内
にて C.difficile に汚染されたトイレ・床等 84 -8 5)が挙げられる。バイオフィ
ルムの内部に微生物が存在していた場合は，CT 値は増大すること報告されて

















































スクも内包している 8 8-9 0)。海外では，生鮮野菜およびカット野菜を原因食材














弱酸性次亜塩素酸水溶液は 3.2.1 と同様の方法で有効塩素濃度 100 ppm，
pH 6.0 に調製した。pH および有効塩素濃度も 3.2.1 と同一の方法で測定した。 
界面活性剤はポリグリセリン脂肪酸エステルおよびショ糖脂肪酸エステル
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ステル配合洗浄剤(ショ糖脂肪酸エステル 5%配合)を各々250 ppm となるよう
に添加して調製した（以下，P-WAHS，S-WAHS と略す）。 
 




ppm），弱酸瀬次亜塩素酸水溶液，P-WAHS および S-WAHS の表面張力を表面張
力計 CBVP-A3（協和界面科学(株)）を用い，プレート法にて測定し評価した。 
また，弱酸性次亜塩素酸水溶液，P-WAHS および S-WAHS 各々100 mL を調製
後，実験室内に室温，開放状態で静置した場合の pH および遊離塩素濃度の経
時的変化を測定した。pH は EH Controller（(株)IWAKI），遊離残留塩素濃度
は DPD 法残留塩素測定器（(株)SIBATA）を用いて測定した。 
 
5.2.3 B.cereus 芽胞の調製 
Plate-Count-Agar(MERCK)に Bacillus cereus (NBRC 13597)を塗布し，37 ℃
で 24 時間培養したのち，5 日間室温に静置して芽胞を形成させた。芽胞を含
むコロニーを平板から採取し滅菌精製水に懸濁した後，60 ℃，10 分の加熱
処理を行い，滅菌精製水を用いて 2 回洗浄し，芽胞懸濁液を調製した。実験








100 mL に， B.cereus 芽胞懸濁液を 6.0～6.3 logCFU/mL となるように添加し




釈して Plate-Count-Agar に塗抹し，37 ℃，48 時間培養後，生菌数を測定し
た。 
 




性次亜塩素酸水溶液，P-WAHS および S-WAHS を被験液とした。なお，P-WAHS
および S-WAHS は調製後 5 分以内に実験に供した。 
キュウリのヘタ部およびアオネギの根部をカットして除いた後，各被験液
流水下で 1 分間，擦り洗いを行った。その後，キュウリは 2 分の 1 にカット
したもの(100～120 g），アオネギは 10 cm の長さにカットしたもの約 10 本(9
～11 g)を各被験液 300 mL に投入し，マグネチックスターラーを用いて攪拌
しつつ 10 分間浸漬処理した。浸漬処理後，キュウリおよびアオネギの 5 g
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を滅菌生理食塩水 45 mL に採取し破砕したものを試料原液とした。試料原液





Table 5-1 に示すように，水道水の表面張力は 71.7 N/m であり,既報の表
面張力の値ともほぼ一致した 9 5）。次亜塩素酸ナトリウムおよび弱酸性次亜塩
素酸水溶液の表面張力は各々67.2, 70.6 N/m であり,水道水とほぼ同等の表
面張力であった。 
弱酸性次亜塩素酸水溶液に界面活性剤 2 種を加えることによって，P-WAHS







































Fig.5-2 に弱酸性次亜塩素酸水溶液，P-WAHS および S-WAHS の pH および遊
離残留塩素濃度の経時的変化を示す。初期 pH 6.0，初期遊離残留塩素濃度 50 
ppm のとき，pH は，弱酸性次亜塩素酸水溶液および S-WAHS は調製 144 時間後
まで，pH 6.0 付近で安定していた。P-WAHS は調製後 24 時間以降 pH が低下
し，144 時間後には pH 4.1 になった。 
遊離残留塩素濃度は弱酸性次亜塩素酸水溶液の場合，48 時間以内は濃度の
変化が見られず，その後 144 時間で 5 ppm 低下した。P-WAHS は 48 時間まで
は濃度の低下が見られなかったが，144 時間後では 26 ppm まで低下した。
S-WAHS は調製直後に 50 ppm から 40 ppm まで低下するものの，24 時間は 40 ppm




















































































5.3.2 B.cereus 芽胞に対する殺菌効果 

































Fig.5-4 に水道水，弱酸性次亜塩素酸水溶液，P-WAHS および S-WAHS で洗浄
殺菌した場合のキュウリおよびアオネギに対する殺菌効果を示す。なお有意
差検定には Student's-t 検定を用いた。キュウリおよびアオネギの洗浄前の
一般生菌数（Control）は各々5.4， 4.9 logCFU/g であった。洗浄後，アオネ
ギの水道水洗浄を除くすべての系で生菌数が有意に減少した。また，弱酸性
次亜塩素酸水溶液での洗浄後の生菌数はキュウリおよびアオネギで各々3.8，




































ュウリは各々2.9，2.2 logCFU/g アオネギは各々2.8，2.1 logCFU/g まで生菌
数を有意に低下させることが可能であった（p<0.05）。また，キュウリにおい


























































































































材料に付着した微生物を殺菌するため，次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm で 10






















塩素酸ナトリウムを水道水で希釈し，有効塩素濃度100 ppm， 200 ppmとなる
ように調製した。pHおよび有効塩素濃度も3.2.1と同一の方法で測定した。 
 








































水道水，弱酸性次亜塩素酸水溶液(有効塩素濃度 50 ppm，pH 6.0)，次亜塩素
酸ナトリウム（有効塩素濃度 200 ppm，pH 9.7）の 3 種とした。洗浄殺菌条










して設定した。洗浄殺菌は 2 段階で行い，ハクサイ 1 kg に対し，一次洗浄は
各被験液 10 L に 20 秒間撹拌し,二次洗浄はいずれも水道水 10 L に 20 秒間撹
拌浸漬した。 
殺菌効果の測定にあたっては，各被験液で一次洗浄，二次洗浄後のハクサ
イの各々10 g を検体として採取し,90 mL 滅菌生理食塩水中に採取し破砕した。
これを滅菌生理食塩水で適宜 10 倍段階希釈し，6.2.2 と同様に一般生菌数，
大腸菌群数，大腸菌数を測定した。 
また，漬物衛生規範に基づく殺菌方法との比較を行うため，10 L の次亜塩
素酸ナトリウムにハクサイ 1 kg を有効塩素濃度 200 ppm は 5 分間，100 ppm







































トリウム 200 ppm に 5 分間および 100 ppm に 10 分間静置浸漬した場合につい
ても同様に測定した。10 mm 角にカットしたハクサイ 10 g に各被験液 100 mL
を加えて，20 秒間撹拌浸漬し，同様に漬物衛生規範に基づき静置浸漬した後，
速やかに被験液および次亜塩素酸ナトリウムを除去するため水切りを行なっ
た。その後，精製水 50 mL を加え 5 分間静置し，精製水の 10 mL をバイアル
瓶に採取して 30 ℃で 1 時間静置した後，ヘッドスペース-GC/ECD 法（SHIMADZU 
GC-14A）によりクロロホルム量の測定を行った。 
 
6.3  実験結果および考察 
6.3.1 ハクサイに付着する生菌数 
Table 6-2 に洗浄前のハクサイの各部位における一般生菌数，大腸菌群数，
大腸菌数を示す。なお検出限界は 1.0 logCFU/g とした。洗浄前のハクサイか
ら採取したすべての部位の検体から一般生菌が検出され，可食部の一般生菌































洗浄殺菌前のハクサイの一般生菌数は 5.6 logCFU/g であったが，水道水，





























した場合の一般生菌数は，有効塩素濃度 100 ppm で 10 分浸漬した場合 4.1 











 また，50 ppm 弱酸性次亜塩素酸水溶液での撹拌洗浄は漬物衛生規範で定め
られた殺菌条件である，次亜塩素酸ナトリウム 200 ppm で 5 分，あるいは 100 
ppm で 10 分の浸漬よりも高い殺菌効果を示した。各条件における二次洗浄後
および次亜塩素酸ナトリウム静置浸漬後の一般生菌数について Student's-t































































Table 6-4 に水道水,50 ppm 弱酸性次亜塩素酸水溶液,200 ppm 次亜塩素酸
ナトリウムでハクサイを洗浄殺菌した場合のハクサイに残存したクロロホル
ムの生成量を示す。洗浄殺菌前のハクサイのクロロホルム量は 0.09 μg/g





で 10 分および 200 ppm で 5 分間の場合で各々0.71，0.87 μg/g であった。 
弱酸性次亜塩素酸水溶液と水道水を比較した場合,クロロホルムの生成量
はほぼ同等であった。これに対し 200 ppm の次亜塩素酸ナトリウムを用いた
場合では 0.89 μg/g であり，弱酸性次亜塩素酸水溶液で洗浄殺菌した場合の
約 4.5 倍，さらに漬物衛生規範に基づく洗浄殺菌を行った場合の 0.71，0.87 
μg/g より高い生成量であり，本試験の条件の中で最も高いクロロホルム生
成量であった。クロロホルムの生成量はアルカリ域で増大することが報告さ
れており 4 4- 45 )，本試験においても弱酸性域に調整することにより水道水と同
程度にまでクロロホルムの生成量が抑制されたと考えられる。 
なお，食品中のクロロホルムの基準値は定められていないが，国内の水道


















のもあり 1 14 ),これらに塩素殺菌を用いる場合,クロロホルムの発生による摂
取リスクは高いといえる 11 5, 11 6)。また,塩素による消毒副生成物は，他にも染
色体異常あるいは形質転換誘発性が高いハロ酢酸類，また TOX に分類される




































































ら半径 10 km 圏内の農場での家禽の移動制限などが行われるため，その経済
的な損失も莫大である 17 )。これまで感染症は飼育時に予防的に抗生物質を投
与することで抑制してきたが，過剰の抗生物質投与による薬剤耐性微生物の







して感染が拡大することが指摘されている 11 8- 119 )。そのため，農林水産省の
高病原性鳥インフルエンザに関する特定家畜伝染病防疫指針の中でも「給水
































(雌:白色プリマスロック種)の雌初生ヒナ 16440 羽を供試した。供試鶏は 8220








































































本試験では，55 週齢時に試験区および対照区の給水タンク内中央部 1 ヶ所

















































産卵率は，24 週齢時から 64 週齢時までの 1 週間毎の平均値からヘンデイ
産卵率 12 2)を算出した。なお，同種鶏場で同月に餌付けした過去 4 年分のヘ
ンデイ産卵率についても算出して平均値を求めた。統計解析は，1 週間毎の








器重量 12 項目および血液性状 31 項目の測定を行った。測定項目の詳細は

















て存在し，遊離塩素濃度は 50.0 ppm であった。給水器の流入口では遊離塩素
濃度は 30.5 ppm に低下し，結合塩素濃度は 12.0 ppm となった。さらに，給
水器内では遊離塩素濃度は 1.1 ppm に低下し，結合塩素濃度は 13.5 ppm とな
った。一方，対照区では給水タンク内は遊離塩素濃度が 0.07 ppm，結合塩素
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 給水システム内の各計測ポイントで検出された生菌数を Fig.7-3 に示す。
一般生菌数は試験区の給水タンクでは検出限界以下であったが，給水器内で
は 1.3×103  CFU/mL となり，給水システムの下流ほど菌数が増加した。一方，




CFU/mL から給水器内 8.6×102 CFU/mL となり，増加はほとんど認められない
ものの試験区よりも有意に高い値であった。ブドウ球菌数は，試験区では給
水タンクが検出限界以下，給水器内 1.2×103 CFU/mL，これに対して対照区で
は給水タンク内 1.8×103 CFU/mL，給水器内 3.3×106 CFU/mL となり，一般生




























































































































































































































































24～64 週齢時の 10 週毎の産卵率の平均値を Table 7-2 に示す。試験区と
対照区および過去 4 年分の産卵率の値と比較したところ，対照区との比較で
















の報告によると，有効塩素濃度 50～400 ppm の次亜塩素酸ナトリウムを 28
日間給水し，400 ppm 以下の濃度であれば産卵率などの生産性や血液性状な
どの生理面に大きな影響を及ぼさないことが明らかにされている。本試験で













































た。臓器重量については，1 週目の卵巣，7 週目の肝臓および卵巣，64 周目
の脾臓および輸卵管で試験区と対照区で有意差が認められた。Table 7-4 に





認められなかった 1 25 - 127 )。 
組織学的検査については，組織学的変化を観察しやすい臓器として排泄器













































































































































































































































































































ルデヒドやホルマリンを用いたホルマリン燻蒸が多く行われている 2 7- 29）。し
かしホルマリンは，発癌性があるため，作業者への健康被害が懸念されてお
り，（社）日本産業衛生学会は 2Ａ(人間に対して発癌性があると考えられる
物質)に定めている  31 -32 )。また，2007 年には労働安全衛生法の改正によって，
ホルムアルデヒドは第 3 類物質から第 2 類物質に引き上げられ，発生源の密
閉化や局所排気装置などの発散抑制措置の設置や定期的な作業環境測定が義
務付けられた 33 )。このため，近年ホルマリン燻蒸に替わる人体や環境に安全





















8.2.2 弱酸性次亜塩素酸水溶液の噴霧による付着 S.aureus に対する殺菌
試験 




Fig.8-1 に本実験で使用した実験用ブース（容積 0.3 m3）を示す。菌懸濁


液を直径 90 mm の滅菌ガラスシャーレ上に 107  CFU/plate となるよう薄く塗
布し風乾させたものをビニールブース内の 5 地点に設置した。ビニールブー
ス内で有効塩素濃度 30～200 ppm の弱酸性次亜塩素酸水溶液を超音波式噴霧
装置 MicroFogger300 （（株）エイチ･エス･ピー））を用いて一定時間噴霧を









































実験用ブース（容積 0.3 m3）内の 5 地点に試験卵を設置した。有効塩素濃
度 30～200ppm の弱酸性次亜塩素酸水溶液を噴霧装置 MicroFogger600((株)エ
イチ･エス･ピー））を用いて一定時間噴霧を行った。なお，MicroFogger600
の噴霧量は 80 mL/h であった。 
殺菌効果の評価に当たっては，噴霧前後の試験卵の表面を滅菌綿棒を用い
て卵全周をふき取ったものを滅菌生理食塩水に懸濁し，適宜滅菌生理食塩水






の配置図および写真を示す。容積 24 m3 の燻蒸室に 168～1848 個の種卵を詰
めたワゴン，攪拌扇 4 台およびポータブル式噴霧装置((株)エイチ・エス・ピ
ー製 Trans Fogger) 2 台を設置した。噴霧は弱酸性次亜塩素酸水溶液(有効

















































対照として，同燻蒸室でパラホルムアルデヒド 10 g/m 3 の条件でホルマリ




8.3.1 弱酸性次亜塩素酸水溶液の噴霧による S.aureus および卵殻表面の
一般生菌に対する殺菌効果 
Fig.8-3 に WAHS を噴霧した場合におけるガラスシャーレ表面の S.aureus
の残存率を示す。噴霧前の生菌数は 1.2×102～3.0×10 3 CFU であった。滅菌
蒸留水を噴霧した場合の残存率は 41.5%であったが，有効塩素の濃度時間積
が増加するとともに残存率は減少し，濃度時間積 4.5mg/m3･h 以上の条件では























般生菌の残存率を示す。噴霧前の一般生菌数は 2.9×10 2～1.7×105 CFU/卵 1
個であった。卵殻表面の一般生菌数の残存率は濃度時間積が増加するととも
















































般 的 に ， 卵 殻 表 面 の 菌 相 に つ い て は Lactobacillus ， Streptococcus，










































菌数は卵 1 個あたり 1.0×103～2.7×10 5 CFU であった。弱酸性次亜塩素酸水
溶液噴霧およびホルマリン燻蒸を行った場合の卵殻表面の除菌率は，各々平














































































































































































果，有効塩素濃度 50 ppm の弱酸性次亜塩素酸水溶液は本試験で供したすべて
の標準株の細菌，カビおよびウイルスを 15 秒～600 秒で検出限界以下とする
高い殺菌・不活化効果が認められた。また本試験で用いた臨床分離株はすべ
て 15 秒以内に殺菌が可能であった。さらに，B.subtilis, B.cereus および
















B.cereus および C.diffcile は A.acidoterrestris と比較して短時間で殺菌
が可能であった。また，芽胞菌に対する対数生残率（S）は有効塩素濃度(ppm)
























行い，漬物衛生規範の殺菌条件(次亜塩素酸ナトリウム 100 ppm で 10 分また




20 秒間という短時間で一般生菌数を 5.6 logCFU/g から 3.7 logCFU/g まで減
少させることができ，その効果は 200 ppm の次亜塩素酸ナトリウムで洗浄殺
菌した場合と同等であった。また，漬物衛生規範に推奨された方法(次亜塩素
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We investigated the microbicidal effect of weak acid hypochlorous 
solution (WAHS) against several microorganisms in vitro and its 
disinfection effect in the fields of animal husbandry and food production. 
WAHS was prepared by mixing NaClO and HCl in water, with the pH adjusted 
to 5.5−6.5. 
It is known that a form of chlorine can be changed to undissociated 
hypochlorous acid (HClO) by controlling the pH values of a solution, and 
that HClO is a more effective disinfectant than ClO−. HClO can penetrate 
the lipid bilayer of the plasma membrane faster than ClO−, because both 
ClO− and bacterial surfaces are negatively charged. Moreover, HClO can 
attack the microbial cell both extracellularly and intracellularly. This 
leads to an enhanced bactericidal effect of HOCl as compared with that 
of ClO−. 
We confirmed the safety of WAHS for contact with both of the human body 
and environment. Moreover WAHS can be used as an additive for washing 
foods and it is appropriate for use in the field of animal husbandry and 
food production. 
We investigated the microbicidal effect of WAHS against bacteria, 
viruses and fungi. In this test, we used 57 bacterial strains (10 standard 
strains and 47 clinical isolates), two standard fungal strains, and a 
standard viral strain. Using WAHS with 50ppm of the available chlorine, 
all the strains were killed with a contact time of 10 to 3,600 s. 
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Bacillus subtilis, B. cereus and Aspergillus niger had a higher 
resistance to WAHS compared with that of other bacteria and fungi. WAHS 
was capable of killing these strains within a short time at pH 5 and 6 
than at pH 8. This indicated that the bactericidal effects of WAHS are 
higher under weak acidic pH conditions, and the microbicidal effects of 
WAHS did not depend on the concentration of the available chlorine but 
instead on that of HClO. 
We found that bacterial spores had a high level of resistance against 
WAHS. The bactericidal effects of WAHS against three species of 
spore–forming bacteria (B. cereus, Alicyclobacillus acidoterrestris, 
and   Clostridium difficile) were investigated. These bacteria are 
known to be harmful in the medical and food industries. We prepared 10−200 
ppm hypochlorous solutions, with the pH adjusted to 6−9. Further, we 
facilitated a contact of hypochlorous solutions with the spores and 
measured the time-dependent change in the viable count of bacteria. 
In addition, we evaluated the bactericidal effects against the spores 
attached to polyethylene, stainless steel, and cotton fabric. 
The bactericidal effect of WAHS of pH 6 was more effective than that 
of pH 9. The log survival rates against spores were log approximated by 
the product of the available chlorine concentration (ppm) and contact 
time (min). CT values for the solution of pH 9 were 4.1–8.1 times higher 
compared with those of pH 6. These tendencies were similar for the spores 
attached to the three different materials. 
We considered applying the WAHS in the field of food production. Major 
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concerns in this field include the degradation and deterioration of foods 
and the outbreak of food poisoning with Norovirus and Escherichia coli 
O157. Therefore, it is very important to control microorganisms in food 
production. We evaluated the use of WAHS in freshly cut vegetables and 
a pickle production line that do not use heating during processing. 
We first evaluated the freshly cut vegetables such as green long onion 
and cucumber. The total viable count of  bacteria on the surface of  
green long onion and cucumber was significantly reduced from 5.4, 4.9 
log CFU/g to 3.8, 4.1 log CFU/g by washing with WAHS (pH 6, 100ppm of 
the  available chlorine). Two types of nonionic surfactant, 
polyglycerol esters of fatty acids and a washing agent with sucrose fatty 
acid esters, were added to WAHS (P-WAHS and S-WAHS, respectively) to 
allow the contact of bacteria on the surface of vegetables with WAHS. 
P-WAHS and S-WAHS remained unchanged in term of pH and the concentration 
of free residual chlorine for 24 hours, and decreased the surface tension. 
P-WAHS and S-WAHS decreased the viable count of bacteria by 1–2 orders 
of magnitude, as compared with that by WAHS. The bactericidal effect 
of P-WAHS and S-WAHS were significantly higher than that of WAHS. 
Therefore, we suggest that this can be an effective disinfection method 
for the processing shredded vegetables. 
Furthermore, we tried to disinfect the Chinese cabbages on the washing 
line in pickle manufacturing plants under the same conditions. The 
purpose of this study was to try to quickly disinfectant the Chinese 
cabbages used in pickles production by applying WAHS. The Chinese 
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cabbages were mixed with WAHS for 20 s, with an eradication rate of 98.6%. 
The disinfection effect was equivalent to the effects of the accepted 
code of hygienic practice for pickled vegetables (NaClO, 100 ppm for 10 
min or 200 ppm for 5 min). The chloroform production by the sample after 
treating with WAHS was less than that with NaClO, and equivalent to that 
with tap water. Therefore, we suggest that WAHS is suitable for washing 
the Chinese cabbages in the process of pickles production.  
Finally, we investigated the use of WAHS on poultry farms in order to 
evaluate the effectiveness of WAHS in the field of animal husbandry. 
Antibiotics are routinely used for disease prophylaxis in poultry farms, 
and it is becoming increasingly important to control microorganisms by 
hygiene control in the farm to prevent diseases such as avian influenza. 
There has recently, been an increased focus on the disinfection of 
drinking water in poultry farms to prevent a spread of diseases. 
Therefore, we evaluated the bactericidal effect and productivity of WAHS 
in drinking water and the safety of chickens. Broiler chicks were divided 
equally into two groups, from 1–64 weeks of age: the experimental group 
was given 50 ppm WAHS and the control group was given tap water. In the 
experimental group, an adequate amount of chlorine was kept in the water 
supply bells, from where the hens drank water. The number of bacteria 
and fungi were evaluated at three different points along the water supply 
system. Salmonella spp. and coliform bacteria were not detected at any 
point in the water supply, and a small number of other types of bacteria 
and fungi were found, which were comparable with those found in the tap 
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water supply. The viability of the experimental group was significantly 
higher than that of the control group at 24 weeks of feeding. There was 
no significant difference in the egg-laying rate between the two groups, 
and we could not observe any adverse effects on organ weights, blood 
properties, or histological examinations throughout the study period in 
either of the two groups. Therefore we suggest that WAHS is effective 
in improving the rate of chick maturation and preventing bacterial 
spread. 
Next, we investigated the viability of spraying WAHS mist as an 
alternative to formaldehyde fumigations in order to disinfect hatching 
eggs. We sprayed WAHS mist in an experimental booth, and it contacted 
both the surface of a glass Petri dish and egg shells. The survival rate 
of Staphylococcus aureus on the surface of the glass Petri dishes and 
of bacteria on the surface of egg shells were both reduced to <1％ with 
WAHS mist. In a practical trial, 168–1848 hatching eggs were sprayed 
with WAHS mist for of 7.1 mg/m3  for 1.5h. The effects of disinfection 
on the surface of egg shells and on the hatching of fertile eggs were 
approximately equal to those treated by formaldehyde fumigation. 
Moreover, we suggest that spraying WAHS is a viable option for the 
disinfection of hatching eggs as an alternative to formaldehyde 
fumigations.  
We found that WAHS had a high disinfection effect and was useful in 
both the fields of animal husbandry and food production. In the future, 
we would like to continue to promote the development and validation of 
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ウイルス不活化効果の検討を行った。その結果，有効塩素濃度 50 ppm の弱酸
性次亜塩素酸水溶液は本試験で供したすべての標準株の細菌，カビおよびウ
イルスを 15 秒～600 秒で検出限界以下とする高い殺菌・不活化効果が認めら







品分野で問題となっている B.cereus， A.acidoterrestris および C.diffcile
















用いた。有効塩素濃度 100 ppm の弱酸性次亜塩素酸水溶液で洗浄することに
よってキュウリおよびアオネギの一般生菌数は 5.4，4.9 logCFU/g から 3.8，
4.1 logCFU/g に有意に減少した。さらに殺菌効果を増大させる試みとして，
界面活性剤の添加も検討した。弱酸性次亜塩素酸水溶液に 2 種の非イオン型


















水道水と比較して評価した。飲水殺菌に 50 ppm 弱酸性次亜塩素酸水溶液を用
いた場合，給水ライン中の残留塩素濃度は，徐々に低下するものの，給水器
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